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論 文 内 容 要 旨
様 々な ウイルスの細胞への侵入 は宿主 のエ ン ドサイ トー シス機 構をの っとることで達成 され る。
重 症 急性 呼吸器 症候群 コロナウイルス(SARS-CoV)の場合,感 染 には細 胞 内の低pHの 小 胞
器 官が必要 で ある ことがすで に分 か っているが,ウ イル スがどの よ うなメカニズムでその ような
小 胞器官 に到達 しているのかは不 明であ った。
本研究 はSARS-CoVのエ ンベ ロープ蛋 白質 を持 つ偽 ウイル スと同様 に感染 性 ウイル スが クラ
ス リン依存 的エ ン ドサイ トー シス機構 を利用 して標 的細胞へ侵入す る ことを初 めて証 明 した もの
で あ る。SARS-CoV偽ウイルス と感染性SARS-CoVはカベ オ リンー1欠損HepG2細胞 に侵入す
るが,そ れ は クラス リン形成阻害剤 であ るChlorpromazineとクラス リン重鎖(CHC)に 対 す
るsiRNAによ って著 しく阻害 され た。 さ らに クラス リン形 成 に必須 な細 胞内領域 を欠損 させた
SARS-CoV受容 体ACE2を,受 容体欠 損細胞 に導入 した場合 で もSARS-CoVは野生 型 と同等
に感 染性を示 し,そ れ はChlorpromazine処理 によって も著 しく阻害 された。加 えて,細 胞表面
のACE2は ウイル スが吸着後,直 ちにEEA1一陽性初期 エ ン ドソームに輸 送 され ること も明 らか
と した。 これ らの結果 はSARS-CoVがACE2に吸着 後,ク ラス リン依存 的エ ン ドサイ トー シス
機構 を介 して初期 エ ン ドソー ムに侵入す ること,そ して この過程 にお いてACE2の 細 胞内領 域
が ウイル ス感染 に寄 与 していないことを示 して いる。
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審 査 結 果 の 要 旨
重症急性 呼吸器症候群(SARS)は 異型肺炎 を臨床像 す る感 染性症で,死 亡率 も高 い。原因 ウ
イ ル ス と し てSARSコ ロ ナ ウ イ ル ス(SARS-CoV)が 同 定 さ れ,そ の 受 容 体 と して
Angiotensin-convertingenzymell(ACE2)が同定 されてい る。しか し,SARS-CoVがACE2
受 容体 に結合 した後,ど のよ うな機構で細胞 内へ取 り込 まれるのかは解 明 されて いな い。
本研 究 で は,先 ず,偽SARS-CQVを用 いて,ウ イル ス感受性 細胞 であ るHepG2細胞 にお け
るウイル スの細胞 内侵入機構 を解析 した。 クラス リン依 存的エ ン ドサイ トー シス阻害剤で あるク
ロ ロプ ロマ ジ ン処理 によ り,SARS-CoV偽ウイル ス感 染 は陽性 コ ン トロー ルであ る偽VSVウ
イル ス感染 と同様 に濃度依存的 に阻害 され た。 また,カ ベオ ラ ・脂質 ラフ ト依存 的エ ン ドサイ トー
シス阻害剤 で あ るメチル ベータ シクロデキ ス トリン(MBCD)処 理 で は,陽 性 コ ン トロールで
ある偽A-MLVウ イルス感染 は著 しく阻害 され る条件下 で も,SARS-CoV偽ウイル ス感染 は50
%ま で しか阻害 されなか った。 さ らに クラス リン重鎖 に対す るsiRNA処理 で もSARS-CoVや
VSVは 著 しく阻害 され,さ らにMBCDを 処理 して も阻害効果 に変化 はな か った。 次 に,感 染
性SARS-CoVのHepG2細胞 への感染系 を用 いて,上 記 と同様 な解析 を行 った ところ,同 様 な
結 果が得 られ た。 他方,ク ラス リン形成 に必須 なACE2の 細胞 内領域変異 体 をACE2欠 損細 胞
であ るCOS7細 胞 に導入 し,偽SARS-CoVの感染 を調べ た。 その結果,ACE2細 胞 内領域 を欠
損 させて も感 染 には影響 しない ことが 明 らか とな った。 同様な結果 は,感 染性SARS-CoVを用
いて も得 られ た。 以上の結果か ら,SARS-CoVの細胞へ の取 り込 みが,ク ラス リン依存的 エ ン
ドサイ トー シス機構 を主 要 な経路 と して いる ことが明 らか にな った。 また,ACE2細 胞 内領域
欠損 受容 体 を介 す るSARS-CoV感染 もクラス リン依存 的 であ るこ とか ら,SARS-CoV感染 に
はACE2以 外の共受容体が関わ っている可能性 が強 く示 唆され た。
本研 究 は,SARS-CoVの感 染初期機構の一端 を解 明 した ことにな り,将 来 の抗 ウイル ス薬 の
開発 につ なが る研究で ある。 よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 め る。
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